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Abstract: 

DE 19743683 A 



A method for altering the substrate specificity of an enzyme comprises: (a) introducing DNA 
containing a copy of the enzyme-encoding gene into E. coli XLl Red; (b) incubating the 
transformants to generate mutations in the gene; (c) reintroducing the mutated DNA into a 
microorganism (especially not exhibiting inhibiting activity e.g. a microorganism that does not 
express the enzyme endogenously); (d) incubating the microorganism on or in at least one 
selection medium containing at least one substrate that allows altered substrate specificity to be 
detected and which optionally contains other indicator substances; and (e) selecting colonies that 
exhibit an alteration in substrate specificity. 



USE - For producing enzymes having "regio-, chemo- and/or stereoselective" activity, especially 
Pseudomonas fluorescens esterase (PFE) mutants capable of stereoselectively hydrolysing or 
synthesising optically active 5-benzyloxy-3-hydroxy-4,4-dimethylpentanoate esters for use in the 
synthesis of the macrolide antibiotic epothilon A. 

ADVANTAGE - The method can produce new enzyme activities, rather than merely enhancing 
a preexisting activity. 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft ein verfahren zur Anderung der SubstratspezHMt von Enzymen. 
[0002] Hdufig steht der Synthesechemiker in der Praxis vor dem Problem, daB er leichtt und einfach durchfuhrbare 
5 Synthesewege zur Herstellung einer chemischen Verbindung nicht beschreiten kann, da dieser wag zu Verblndungen 
f Qhren wurde, bei denen beispielsweise die Abspaltung einer benotigten Schutzgruppe nicht mehr mdglich ist. da sonst 
das synthetisierte Molekul zerstdrt wDrde. Urn dieses Problem zu lOsen, muB er hduf ig einen umstdndlicheren. zeitauf- 
wendigeren Syntheseweg einschtagen. 

[0003] Enzyme spalten chemische Bindungen unter milden Bedingungen. Sie kdnnen deshalb in ^nigen Fdllen zur 
10 LOsung derartiger Syntheseprobleme venvendet werden. d.h. eine Schutzgruppe kann beispielsweise unter milden 
Bedingungen ohne ZerstOrung anderer Bindungen und damitdes Molekuls enzymatisch abgespatten werden. Enzyme 
ermoglichen so im Labor einen leichten und raschen Zugang zu den gewunschten Substanzen. Haufig reicht die enzy- 
matische Aktivitat urxi/oder Stabilitdt fur eine technische Nutzung der Enzyme jedoch nicht aus, so daB die chemischen 
Synthesen, obwohl sie Qber eine grOBere Zahl von Syrtthesestufen durchgefOhrt werden mOssen. trotzdem kostengOn- 
15 stiger sind und deshalb technisch realisiert werden. 

[0004] Zur Verbesserung der enzymatischen Aktivit&t und/oder StabilitSt wurden deshalb eine Vielzahl von Arbeiten 
unternommen. Dabei wurden unterschiedliche Wege verfolgt. 

[0005] Qber die sogenannte "site directed mutagenesis** l&Bt sich die Stabilit&t und/oder enzymatische Aktivitat der 
Enzyme sehr gezielt verbessern. Nachteilig bei der "site directed mutagenesis'* von Enzymen 1st, daB bei dieser 

20 Methode viel Wissen €bBr die Struktur und Funktion der Enzyme aus Rdntgenstrukturanalysen, aus dem Modelling, 
aus Vergleichen mit anderen Enzymen gleicher oder ahnlicher Spezifitdt vorharxJen sein muB. DarDber hinaus muB die 
Sequenz der Strukturgene bekannt sein. um uberhaupt eine zielgerichtete Verbesserung der Enzyme zu ermdglichen. 
In der Regel liegen diese Informationen nicht, noch nicht Oder nur zum Teil vor, so daB in diesen Fdllen diese Methode 
meist nicht zum gewunschten Erfolg fuhrt, da nicht War ist in welchen Bereichen das Enzym verSndert werden muB. 

25 Uegen nur wenige Informationen Qber die enzymatische Aktivitdt vor. so sind Methoden. die zur Verbesserung des 
Enzyms eine Zufallsstrategie verfotgen, zu bevorzugen, wobei diese Methoden trotzdem so zielgerichtet wie m5glich 
sein soltten. 

[0006] So wird von Spee et al. (Nucleic Acids Research, Vol. 21 , No. 3, 1993: 777 - 778) eine PCR-Methode unter 
Verwendung von dITP zur zufdiljgen Mutagenese des nisZ-Gens von Lactococcus lactis beschrleben. 
30 [0007] Die von Spee et al. beschriebene Methode wurde von Rellos et al. (Protein Expr. Purif.. 5. 1994 : 270 - 277) 
weiter verbessert. Rellos et al. beschreiben die Mutagenese des Alkoholdehydrogenase-2-Gens von Zymomonas 
mobilis mit Hilfe einer PCR-Methode ohne Venvendung von dITP. da die Limitierung eines Nucleotids fur die Erhdhung 
der Mutationsrate und damit fur den gewunschten Erfolg vOllig ausreichend ist. 

[0008] Die Verwendung einer "in vitro" Rekombinationstechnik fur die molekulare Evolution wird von Stemmer (Proc. 
35 Natl. Acad. Scl. USA, Vol. 91, 1994: 10747 - 10751) beschrieben. Durch diese RekomtHnalionstechnik lieB sich die 
enzymatische Funktion des lacZ-Gens aus zwei mutierten und inaktivierten lacZ-Genen wieder herstellen. 
[0009] Von Moore et al. (Nature Biotechnology Vol. 14, 1996: 458 - 467) wird die Kombination der PGR- und Rekom- 
binationsmethode zur Steigerung der enzymatischen Aktivitat einer Esterase gegenuber einem para-Nitrobenzylester 
beschrieben. 

40 [0010] Von Nachteil bei den genannten Methoden ist, daB zur Erzeugung der Mutationen die DNA "in vitro" mit Enzy- 
men wie der Taq-Polymerase und/oder Restriktionsenzymen und/oder Oligonukleotiden behandett werden muB und 
die verschiedenen potentiellen Mutanten einzein weiter behandelt und getestet werden mOssen. Diese Methoden sind 
nur zur Mutagenese relativ kleiner DNA-Bereiche geeignet. 

[001 1] Ein weiterer Weg zur Mutagenese von Enzymen wird von Greener et al. in Methods in Molecular Biology (Vol. 
45 57, 1996: 375 - 385) beschrieben. Greener et al. verwendet den speziellen Escherichia coli Stamm XL1 -Red zur Erzeu- 
gung von Escherichia coli Mutanten, die eine erhOhte Antibiotikaresistenz aufweisen. Diese erhdhte Antibiotikaresi- 
stenz ist auf eine erh6hte Kopienzahl des Plasmids pBR322, das fur eine p-Lactamase kodiert, zuruckzufQhren. Auch 
zur Erzeugung auxotropher Mutanten und zur Erhdhung der Enzymaktivrtdt kann dieser Escherichia coli-Stamm ver- 
wendet werden. 

so [0012] Nachteil aller genannten Mutagenese-Methoden ist, daB nur vorhandene enzymatische Aktivitdten optimiert 
werden kOnnen. Sind neue enzymatische Reaktionen d.h. sind neue Substratspezifitaten der Enzyme gefragt. bei- 
spielsweise zur Spaltung eines neuen Substrats. so muB nach dieser neuen enzymatischen Aktivitdt zundchst in der 
belebten Natur in einem aufwendigen Screening gesucht werden. AnschlieBervj muB das Enzym dann in der Regel 
noch weiter optimiert werden. 

55 [001 3] Es ware deshalb wunschenswert eine Methode zu besitzen. die es ermOglicht neue enzymatische Aktivitaten 
zu generieren, das heiBt die die Substratspezifitat von Enzymen verdndern kann. 

[0014] Es war deshalb Aufgak>e der vorliegenden Erfindung eine neue breitanwendbare Methode zu entwicketn. die 
die oben genannten Nachteile nicht aufweist und die die Substratspezifitat von Enzymen rasch und einfach andem 
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kann. 

[001 5] Diese Aufgabe wurde durch das erfindungsgemdBe Verfahren zur Anderung der Siibstratsp>ezif itdt von Enzy- 
men, dadurch gekemzeichnet, daB man folgende Arbeitsschritte durchfuhrt: 

a) Einbringen einer DNA. die eine Kbpie des fOr das Enzym Kodierenden Ger^ enthdlt. in den Escherichia coli 
Stamm XL1 Red Oder in ein funktionelles Derivat. 

b) Inkubation des transfonmierten Escherichia coli Stannmes XL1 Red Oder seines funktionellen Derivat zur Erzeu- 
gung von Mutationen im Enzymgen. 

c) Weitergabe der mutierten DNA aus dem Stamm XLI Red Oder seinem funktionellen Derivat an einen Mikroor- 
ganismus, der keine behindernde Enzymaktivitdt aufweist, 

d) Inkubation dieses Mikroorganlsmus zur Detektion der Enzymaktivitat auf Oder in mindestens einem Seleklions- 
medium, das mindestens ein Enzymsuljstrat, das die Erkennung einer geanderten Sut>stratspezif itat des Enzyms 
ermdglicht, und ggf. weitere Indikatorsubstanzen enthait, 

e) Auswaht der Mikroorganismen, die eine Anderung der Substratspeztfttat zeigen. geldst. 

[0016] Unter Anderung der Substratspezifitat im erfindungsgemaBen Verfahren ist zu verstehen, daB die Enzyme 
nach Durchlaufen des Verfahrens in der Lage sind Substrate umzusetzen. die sie vorher nicht umsetzen konnten, da 
die Affinitat des Enzyms zum Substrat zu gering war (= hoher K^-Wert) und/oder die Enzyme eine zu geringe katalyti- 
sche Aktivitat (= kcat) aufwiesen. In diesen Fallen ist der Quotient k^x/Kf^ Null Oder nahezu Null, das heiBt es liegt keine 
Katalyse vor. Durch die Anderung der Substratspezifitat wird der K^-Wert verringert Oder der kcar Wert erhOht Oder k>ei- 
des, das heiBt der Quotient kca/Kw wird grfiBer Null. Es kommt zu einer katalytischen Reaktion. Das Enzym setzt das 
neue Sut>strat nach Mutagenese urn. 

[001 7] Prinzipiell kann die Substratspezifitat aller Enzyme verandert werden. bevorzugt wind im erf indungsgemaBen 
Verfahren die Substratspezifitat von Hydrolasen verandert. Hydrolasen bilden im Nomenklatursystem der lUB die 3. 
Enzym-Klasse (= 3..). Hydrolasen sind im erf indungsgemaBen Verfahren bevorzugt, da fur sie in der Regel eine einfa- 
che Nachweisreaktion besteht und sie vielfach in technischen Synthesen Anwendung finden. Besonders bevorzugt 
wird die Substratspezifitat von Hydrolasen ausgewahtt aus der Gruppe bestehend aus Proteasen. Lipasen. Phospholi- 
pasen. Esterasen. Phosphatasen, Amidasen. Nitrilasen, Etherhydrolasen, Peroxidasen und Glykosidasen verandert. 
ganz besonders bevorzugt werden Upasen. Esterasen, Nitrilasen oder Phytasen. 

[0018] Nach Anderung der Substratspezifitat im erf indungsgemaBen Verfahren kann die Enzymreaktion ohne Oder 
mit einer Selektivitat bei chiralen Ausgangsverbindungen erfolgen. das heiBt die Reaktion fuhrt zu racemischen oder 
optisch aktiven Produkten. Bevorzugt werden Anderungen. die zu selektiven Anderungen in der Substratspezifitat wie 
regio-. chemo- oder stereoselektiven oder zu regio-, chemo- und/oder stereoselektiven Reaktionen fuhren. 
[0019] Im erf indungsgemaBen Verfahren sind alle dem Fachmann bekannten Methoden zum Einbringen von DNA in 
Mikroorganismen geeignet (Verfahrensschritt a, Figur 1). Die DNA kann dabei uber Phagen. uber Transformation oder 
Dber Konjugation in den Stamm Escherichia coli XLI Red oder eines funktionellen Derivats dieses Stammes einge- 
bracht werden. Als vorteilhaft geelgnete Phagen selen alle temperenten Phagen wie Lambda oder Mu genannt Verfah- 
ren wie diese Phagen-DNA in die entsprechenden Mikroorganismen gebracht werden. sind dem Fachmann wohl 
bekannt (siehe Microbiology. Third Edition. Eds. Davis. B.D.. Dulbecco, R., Eisen, H.N. and Ginsberg. M.S., Harper 
International Edition, 1980). Bei der Konjugation kann die DNA direkt ubertragen werden, das helBt sie ist auf dem kon- 
jugationsvermitlelnden Plasmid lokalisiert wie beispieisweise auf dem F-Faktor, oder sie wird bei der Konjugation uber 
einen komobilisierbaren Vektor ubertragen. Auch diese Methoden sind dem Fachmann bekannt Als bevorzugte 
Methode sei das Einbringen der DNA Ober Transformation genannt (Winnacker. E.L, From Genes to Clones. VCH, 
1987: 126 - 127. Williams et al.. Ann. Rev. Gen., Vol. 14. 1980: 41 - 76). In der Uteratur sind zahllose dem Fachmann 
bekannte Methoden zur Transformation von Mikroorganismen beschrieben. dabei werden verschiedenste Reagenzien 
wie PEG (Chung et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. Vol. 86. 1989: 2172 - 2175), CaClg (Mandel et aL, J. Mol. Biol. Vol. 
53. 1970: 159 - 162), DimethylsuHbxid. Hexamincobalt und Dithiothreitol in Gegenwart von Mono- oder divalenten Kat- 
ionen (Hanahan D.. J. MoL Biol.. 166. 1983: 557 - 580) oder Elektroporation benutzt (siehe DNA Cloning 1, Ed. Dover 
et al.. IRL Press. 1995. Hanahan et aL. Technics for Transformation of E. coli. page 1-36, ISBN 0199634769). 
[0020] Fur die Transformation lassen sich alle Qblichen Vektoren verwenden. OWichenweise werden Vektoren, die sich 
In Escherichia coli replizieren lassen. venwendet. Soli als Selektionsmikroorganismus. der die Detektion der Enzymak- 
tivHdt ermdglicht. ein Mikroorganismus eines anderen Retches beispieisweise Pilze wie Aspergillus. Ashbya oder Beau- 
veria oder Hefen wie Saccharomyces, Candida oder Pichia. einer anderen Famiiie beispieisweise Aclinomycetales 
Oder einer anderen Gattung Pseudomonas. Streptomyces. Rhodococcus Oder Bacillus venwendet werden, so werden 
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vorteilhafterweise sogenannte '^shuttle vectoren" verwendet, die sich in beiden Mikroorganismen replizieren lassen, da 
eine Umklonierung der DNA so nicht erfbrderlich ist. 

[0021] Als Vektoren seien die folgenden Ptasmide beispielhaft genannt pLG338. pACYC184. pBR322, pUC18. 
pUC19. pKC30. pRep4. pPLc236. pMBL24. pLG200. pUR290. pIN-IlP ^^.g^ ^ ^ pBdCI. Weitere Vektoren sind 
5 dem Fachmann wohl bekannt und kdnnen beispielsweise aus dem Buch Goning Vectors (Eds. Pouwels P. H. et al. 
Elsevier. Amsterdam-New York-Oxford, 1985 . ISBN 0 444 904018) entnommen werden. 

[0022] FQr das erfindungsgemdBe Verfahren zur Erzeugung der Mutationen (Verlahrensschritt b. Figur 1) besonders 
geeignet ist d^ Escherichia coll Stamm XL1 Red Epicurian coli XL-1 Red), der von der Firma Stratagene La Jolla. 
CA vertrieben wird. Er tragi die folgenden Genmarker: A[mcrA]183, A[mcrCB-hsdSMR-mrr]173, endA1. sijpE44, thi-1 . 

10 gyrA96. relAI , mutS. mutT, mutDS, lac. MutS ist eine Mutation im sog. "mismatch repair pathway". mutT ist eine Muta- 
tion im "oxo-dGTP repair pathway" und mutDS ist eine Mutation in der 3'-5'Exonucleaseurrtereinheit der DNA Polymer- 
ase III. Kompetente Zellen dieses Stammes kOnnen von Stratagene unter der Bestellnunnmer 200129 gekauft werden. 
Unter einem funktionellen Derivat dieses Stammes sind vorzugsweise Escherichia coli Stamme zu verstehen, die fol- 
gende Genmarker relAI , mutS, mutT und mutDS enthatten. Diese Genmarker fOhren in den Or^nismen zu einer deut- 

75 lich erhOhten Mutationsrate. Sie soliten deshalb auf Agarptattai Oder in einem Anzuchtsmedium nicht zu lange 
inkubiert werden. da sie sonst ihre Vitalitat verlieren. 

[0023] Zur Detektion der veranderten Substratspezifitat Mutationen im verwendeten Enzym) kann die DNA 
zunachst vorteilhafterweise. im Falle das Vektoren verwendet wurden. aus dem E. coli Stamm XL1 Red oder seinem 
funktionellen Derivat isoliert und in einen Mikroorganismus. der keine entsprechende Enzymaktivitat aufweist, einge- 

20 bracht (Verfahrensschritt c. Figur 1) werden. Wird beispielsweise eine Esterase in diese Selekbonsorganismen einge- 
bracht, so dOrfen diese Mikroorganismen keine Esteraseaktivitat aufweisen, die den fOr die Selekfcion auf eine 
Anderung der Substratspezifitat der Esterase verwendeten Ester spalten. Andere Esteraktivitaten in diesem Organis- 
mus stdren die Selektion nicht. Das EInbringen der DNA kann wie oben beschrieben uber Phagen bzw. Viren. Qber 
Konjugation oder uber Transformation erfolgen. Im Falle des Einbringens uber Phagen bzw. Viren Oder uber Kbnjuga- 

25 tion ist ein spezielles Isolieren der DNA nicht erfbrderlich. Die DNA kann direkt uber Konjugation oder uber den Phagen 
bzw. Virus in den fOr die Selektion venvendeten Mikroorganismus eingebracht vrerdai. Die Weitergabe der DNA erfolgt 
also in diesen Fallen ohne ein Isolieren der DNA. im Falle der Verwendung von Vektoren uber eine Transformation. 
Auch die DNA der Mikroorganismen. die eine veranderte Substratspezifitat nach Selektion aufweisen. kann ohne Iso- 
lierung uber Konjugation oder Phagen bzw. Viren oder Qber Transformation in den Stamm E. coli XL1 Red oder einem 

30 funktionellen Derivat fur eine weitere Selektionsrunde eingebracht werden (- Figur 1, gestrichelte Linie). Auf diese 
Weise kann das erfindungsgemaBe Verfahren ein oder mehrmals in Folge durciilaufen werden. Die DNA wird dabei aus 
den E. coli Stammen XL1 Red oder dessen funktionellen Derlvaten an die Selektionsorganismen weitergegeben und 
gelangt schlieBlich fur eine neue Selektionsrunde wieder zuruck in die E. coli St^tmme. 

[0024] Als Selektionsmikroorganismen im erfindungsgemaBen Verfahren sine prinzipiell alle prokaryontischen oder 

35 eukaryontischen Mikroorganismen geeignet, wobei sie keine enzymatische Aktivitat aufweisen durfen. die die Selektion 
behindern kdnnte. Darunter ist zu verstehen. daB entweder keine enzymatische Aktivitat in den Mikroorganismen vor- 
liegt. nach der gesucht wird. das heiSt dasjxler die zur Selektion der veranderten Substratspezif itdt verwendeten Sub- 
strate durch die Enzyme der Selektionsmikroorganismus nicht umgesetzt werden. oder das rrur eine geringe 
entsprechende enzymatische Aktivitat In den Mikroorganismen vorliegt, die eine Selektion noch ermOglicht. Als Mikro- 

40 organismen kommen fur das erf indungsgemaSe Verfahren vorteilhaft grampositive Oder gramnegative Bakterien, Pilze 
Oder Hefen In Frage. Bevorzugt werden grampositive Bakterien wie Bacillus, Rhodococcus. Streptomyces oder Nocar- 
dia Oder gramnegative Bakterien wie Salmonella, Pseudomonas oder Escherichia verwendet. Ganz besonders bevor- 
zugt werden Escherichia coli Stdmme verwendet. Wobei die Gattung und Art oder die ZugehOrigkeit zu einer Familie 
Oder einem Reich des fur die Selektion verwendeten Mikroorganismus von untergeordneter Rolle ist. soweit er eine 

45 Selektion der veranderten Substratspezifitat ermOglicht. 

[0025] Fur die Selektion der veranderten Substratspezifitat werden die Mikroorganismen zur Detektion der Enzym- 
aktivitat auf Oder in mindestens einem Sel^onsmedium. das mindestens ein Enzymsubstrat. das die Erkennung einer 
geanderten Sidostratspezifitat des Enzyms erm6glicht. inkubiert (Rgur 1. Verfahrensschritt d). Dieses Selektionsme- 
dium kann gegebenenfalls weitere Indikatorsubstanzen enthalten. die eine bessere Erkennung der gewunschten Ande- 

so rung ermdglichen. Seiche zusatzlichen Indikatorsubstanzen kdnnen beispielsweise pH-lndikatoren sein. 

[0026] Figur 1 gtot die einzelnen Schritte des Verfahrens beispielhaft unter Verwendung eines Vektors (1 ) wieder. Ver- 
fahrensschritt a zeigt das Einbringen der DNA (2) uber den Vektor in den Stamm Escherichia coli XL1 Red oder in ein 
funktionelles Derivat (3) dieses Stammes. Die DNA des Enzyms vtrird in diesen Organismen mutiert [Sterne in Figur 1 
deuten beispielhaft die Mutationen in der DNA (2) schematisch an]. Die mutierten Vektoren (4) werden anschlieBend 

55 wieder aus dem Stamm Escherichia coli XL1 Red oder seinen funktionellen Derivaten isoliert urtd anschlieBend direkt 
Oder nach einer Lagerung In die Selektionsorganismen (S) transformiert (Verfanrensschritt c). Diese Organismen wer- 
den schlieBlich auf mindestens einem Selektionsmedium (6) ausplattiert und so die veranderte Enzymsutistratspezif ttdt 
ut>er beispielsweise einen Wachstumsassay und/oder einen visuellen Assay iderrtifiziert (Verfahrensschritt d). Positive 
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Klone. die eine verdnderte Substratspeztfitdt aufweisen, werden schlieBlich ausgesucht und das mutierte fQr das ver- 
dnd^e Enzym kodierende Gen kann isottert werd&i (Verfahrer^schritt e). Das Verlahren kann unter Verwendung des 
mutierten Gens mehrfach wiedertiolt werden [Rgur 1 , gestrichelte Linie (7)]. 

[0027] Im erf indungsgemdSen Verfahren werden die venvendeten Mikroorganismen. das heiBt der Escherichia cdi 

5 XL1 Red Stanrvn sowie seine funktionellen Derivate sowie die verwendeten Setektionsorganismen in einem Medium, 
das das Wachstum dieser Organismen ermOglidit angezuchtet Dieses Medium kann ein synthetisches Oder ein natur- 
liches Medium sein. Je nach Organismus werden dem Fachmann bekannte Medien venwendet. Fur das Wachstum der 
Mtkroorganismen enthatten die verwendeten Medien eine Kohlenstoffquelle. eine Stickstoffquelle. anorganische Satze 
und gegebenenfalls geringe Mengen an Vitamine und Spurenelemente. 

10 [0028] Vorteilhafte Kohlenstoffquellen sind beispielsweise Zucker wie Mono-. Di- Oder Polysaccharide wie Glucose, 
Fructose. Mannose, Xylose, Galaktose, Ritx>se, Sorbose, Rtoulose, Lactose, Maltose. Saccharose. Raffinose. St&rke 
Oder Cellulose, komplexe Zuckerquellen wie Melasse. Zuckerphosphate wie Fructose-1 ,6-bisphosphat, Zuckeralkohole 
wie Mannit. Polyole wie Glycerin, Alkohole wie Methanol Oder Ethanol, Carbonsauren wie Citronensdure. Mllchsdure 
Oder Essigsaure, Fette wie SojaOl Oder RapsOl. Aminosduren wie Glutaminsdure oder Asparaginsaure Oder Aminozuk- 

75 ker, die auch gleichzertig als Stickstoffquelle venvendet werden kOnnen. 

[0029] Vorteilhafte Stickstoffquellen sind organische oder anorganische Stickstoffverbindungen oder Materlalien. die 
diese Verbindungen enthalten. Beispiele sind Ammoniumsaize wie NH4CI oder (NH4)2S04, Nitrate. Harnstoff. oder 
komplexe Stickstoffquellen wie Maisquellwasser, Bierhefeautolysat, Sojabohnenmehl, Weizengluten. Hefee)ctrakt, 
Fleischextrakt, Caseinhydrolysat, Hefe oder Kartoffelprotein. die haufig auch gleichzertig als Stickstoffquelle dienen 

20 kdnnen. 

[0030] Beispiele fQr anorganische Saize sind die Saize von Calcium, Magnesium, Natrium. Mangan. Kalium. Zink. 
Kupfer und Eisen. Als Anion dieser Saize sirxJ besonders das Chlor-, Sutfat- und Phosphation zu nennen. 
[0031] Gegebenenfalls werden dem Nahrmedtum weitere Wachstumsfaktoren zugesetzt, wie beispielsweise Vit- 
amine Oder Wachstumsfdrderer wie Riboflavin, Thiamin, FolsSure, Nicotinsdure, Pantothenat oder Pyridoxin, Amino- 
25 sduren wie Alanin. Cystein, Asparagin, Asparaginsdure. Glutamin. Serin, Methionin oder Lysin, Cart>onsauren wie 
Citronensaure. Ameisensdure. Pimelinsaure oder Milchsaure, oder Substanzen wie Dithlothrertol. 
[0032] Zur Stabilisierung der DNA. die in den Vektoren oder Phagen enthalten ist. in den Zellen kdnnen gegebenen- 
falls Antibiotika dem Medium zugesetzt werden. 

[0033] Das Mischungsverhaitnis der genannten Nahrstoffe hangt von der Art der Inkubation (= Fermentation) ab und 
30 wird im Einzelfall festgelegt. Die Mediumkomponenten kdnnen alle zu Beginn der Fermentation vorgelegt werden, 
nachdem sie falls erforderlich getrennt sterilisiert oder gemeinsam sterilisiert wurden. oder aber je nach Bedarf wah- 
rend der Inkubation nachgegeben werden. 

[0034] Plattenmedien sind gegenuber FlOssigmedien bevorzugt, da sie eine leichtere Detektion der gewunschten 
Anderung der Substratspezifitat ermOgtichen. Wichtig ist, daB keine Mediumskomponenten venwendet werden. die die 

35 Detektion der veranderten Enzymaktivitat stOren kOnnten. 

[0035] Die Zuchtungsbedingungen werden so festgelegt, daB die Organismen (= Escherichia coli Stamm XL1 Red 
und Selektionsorganismen) optimal wachsen und daB die bestmOglichen Ausbeuten erreicht werden. Bevorzugte 
Zuchtungstenperaturen liegen bei 15 ^'C bis 40 ""C. Besonders vorteilhaft sind Temperaturen zwischen 25 °C und 37 
^C. Vorzugsweise wird der pH-Wert in einem Bereich von 3 bis 9 festgehalten. Besonders vorteilhaft sind pH-Werte zwi- 

40 schen 5 und 8. Im allgemeinen ist eine lnkut>ationsdauer von 1 bis 240 Stunden. bevorzugt von 5 bis 170 Stunden. 
besonders bevorzugt von 10 bis 1 20 Stunden ausreichend, in einzelnen Fallen kOnnen zur Mutagenese oder Detektion 
auch langere lnkut>ationsdauern erforderlich sein. 

[0036] Die veranderte Substratspezifitat kann nach Identif izierung der entsprechenden Klone nochmals vorteilhaft in 
einem "in vitro** Assay nachkontrolliert werden. 

45 

Beispiele: 

[0037] Fur die Synthese des Macrolidantibiotikums Epothilon A (siehe Formel 1) erwiesen sich die 3-Hydroxyester 
[siehe Formel II. (1) und (3)] in der retrosynthetischen Betrachtung als gunstige Ausgangsverbindung, 

so 
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(I) 
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l: R = CH ^CH 
2 3 

3: CH^(OH)CH 




(II) 



[0038] Fur cOe optisch aktive Herstellung der Verbindungen wurde ein enzymatischer Weg mit HiHe von Esterasen 
25 bzw. Lipasen eingeschlagen. Uberraschenderweise zeigte keineder verwendeten 18 Lipasen und zwei Esterasen eine 
enzymatische Aktivitdt gegenuber den 3-Hydroxyestern (siehe Tabelle I). Weder in der Hydrolyserichtung, die in einem 
Phosphatpuffer durchgefuhrt wurde, noch in der Syntheserichtung. die mit Vinylacetat in Toluol durchgefuhrt wurde. 
konnte eine enzymatische Akttvitat nachgewiesen werden. 

30 

Tabelle I 



Getestete Lipasen und Esterasen - Hydrolyse des Ethylesters (II. 1) 


Enzym aus 


Hersteller 


Pseudomonas cepacia (= PS) 


Amano, Nagoya, Japan 


Pseudomonas cepacia (- AH) 


Amano, Nagoya. Japan 


Acylase (ACS) 


Amano. Nagoya, Japan 


Rhizopus delamar (D) 


Amano, Nagova, Japan 


Rhizopus javanicus (F-AP 1 5) 


Amano. Nagoya, Japan 


Candida rugosa (AY) 


Amano, Nagoya. Japan 


Mucor javanicus (M) 


Amano. Nagoya, Japan 


Penicillium roquefortii (R) 


Amano, Nagoya. Japan 


Penicillium cyclopium (G50) 


Amano, Nagoya, Japan 


Chromot)acterium viscosum (crude) 


Toyo Jozo, Tokyo, Japan 


Chromobacterium viscosum (pure) 


Toyo Jozo, Tokyo. Japan 


Rhizomucor miehei 


Biocatalysts Ltd. Pontybridd. UK 


Humicola lanuginosa 


Biocatalysts Ltd. Pontybridd, UM 


Rhizomucor miehei (Lipozyme. immob.) 


Novo. Bagsvaerd. Ddnemark 


Candida antartica B (SP435. immob.) 


Novo. Bagsvaerd, D&nemark 


Candida antartica B (SP525. f rei) 


Novo. Bagsvaerd. Ddnemark 
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Tabelle I (fortgesetzt) 



Getestete Lipasen und Esterasen - Hydrolyse des Ethylesters (11, 1) 


Enzym aus 


Hersteller 


Candida antartica A (SP526. frei) 


Novo. Bagsvaend, D&nemark 


Candida antartica A.B (SP382, frei) 


Novo, Bagsvaerd, Ddnemark 


Schwdneleberesterase 


Ruka, Buchs, Schweiz 


Esterase aus Thenpioanaerobium brockii 


Ruka. Buchs, Schweiz 



[0039] Um eine Umsetzung dieser Verbindungen (II) zu ermOglich^, wurde deshalb eine Mutagenesestrategie aus- 
gehend von einer Esterase aus Pseudomonas fluorescens, die in E. coli kloniert worden war, eingeschlagai. Die Klo- 
nierung und Sequenzierung dieser Esterase wurde zuerst von Choi et al. (Agrlc. Biol. Chem. Vol. 54, No. 8, 1990: 2039 
- 2045) beschrieben. Pelletier und Altenbuchner (Microbiology, Vol. 141. 1995: 459 - 468) haben diese Esterase noch- 
mals sequenziert und einige Fehler in der ursprunglichen Sequenz von Choi et al. gefunden. 

[0040] Fur die Mutagenese der Esterase wutde der Stamm Escherichia coli XL-1 Red (:= Epicurlan coli XL-1 Red) 
verwendet. 

1. Herstellung der Esterase bzw. der mutierten Esterasen 
[0041] 

Der Stamm Escherichia coli JM109 oder DH5a, der das Rhamnose induzierbare Plasmid 2792.1 (siehe Figur 2) 
trdgt. wurde bet 37 °C in Luria-Bertani (= LB)-Medium. das mit 100 pg/ml Ampicillin suplementiert war, bis zur fru- 
hen exponentieilen Phase (ODeoo 0*5 - 0.6, ca. 3 Stunden) angezogen. Auf dem Plasmid 2792.1 1st das Esterase- 
gen estF lokalisiert. Die Genexpression wurde zu diesem Zeitpunkt durch Zugabe von Rhamnose 
[Endkonzentration 0.2 % (w/v)] zur Kultur induziert. AnschlieBend wurden die Zellen fur wertere 3,5 Std. bei 37 ^'C 
inkubiert und uber Zentrifugation (5000 rpm. 5 min, 4 °G) geerntet und zweimal mit Kaliumphosphatpuffer (50 mM, 
pH 7,5, 4 ''C) gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen im gleichen Puffer resuspendiert und mit UltraschatI 
aufgeschlossen. Die ZelltrQmmer wurden durch Zentrifugation (5000 rpm. 15 min, 4 ''C) entfernt. Die Proteinkon- 
zentration des Ut>erstandes wurde mit Hilfe des Bicinchonionic add-Proteinbestimnuingskit der Firnria Pierce. 
Rockford. Illinois, USA (Bestellnummer 23223, US 4.839.295) ermittelt. Die spezifische Aktivitat der PFE wurde 
photometrisch oder in einem pH-Stat (siehe 2. Esteraseaktivitat) bestimmt. Die PFE wurde direkt in den Hydroly- 
seexperimenten verwendet. Weitere Aufreinigung der PFE fur die Hydrolyseexperimente erfolgte nicht, da die 
Esterase schon in hoher Reinhelt von den Stammen produziert wurde. Eine einfache Reinigung uber eine Zinc- 
Affinitatschromatographie fuhrte zu einer homogenen Esteraseldsung. Dabei wurde die spezifische Aklivitat nur 
geringfugig angehoben. 

2. Bestimmung der Esteraseaktivitdt 
[0042] 

Die Esteraseaktivitat wurde in einem pH-Stat-Assay mit 5 % (w/v) Ethylacetat in einer Emulsion, die neben destil* 
liertem Wasser 2 % (w/v) Gummi Arabicum enthait, bei 37 °C und pH 7,5 bestimmt. Zu 20 ml dieser Emulsion 
wurde eine bekannte Menge Esterase gegeben. Die freigesetzte Essigsaure wurde automatisch in einem pH-Stat- 
/Vutomat der Firma Metrohm (Herisau, Schweiz) mtt 0.1 N NaOH titriert so da6 der pH konstant blieb. Die Ester- 
aseaktivitat wurde in Unit angegeben. Unter ein Unit (= U) versteht man die Menge an Enzym. die 1 fimol Essig- 
sdure pro Minute unter Assaybedingungen produziert. Die ermittelten Unit-Werte wurde mit dem Wert der Autolyse 
von Ethylacetat unter diesen Bedingungen korrigiert. Dieser Wert betragt 0,25 pmo\ pro Minute bei 37 **C. 

3. Biotransformation 
[0043] 

Die Hydrolyse der 3-Hydroxyester wurde in Rundkolben unter Ruhren (700 rpm) durchgefuhrt Dazu wurden 0,5 
mmol des Esters 1 oder 3 zu einem Milliliter Toluol bei 37 X gegeben. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 3 ml 
Kulturuberstand gestartet und durch Extraktion mit Ether gestoppt. Die organische Phase wurde uber MgS04 
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getrockneL Die Substrate und das Produkt wurde mit Hilfe einer Kieselgelsdule (Petrolether : Ether, 2:1) getrennt. 

Fur die Analysen der Reaktionsprodukte wurden 100 ^1 des Reaktionsgemisches zentrifugiert und der Uberstand 
mittels DQnnschicht (Kieselgelplatten. sichtibar machen mit UV oder ansprQhen mit Cer-Reagenz) oder GC (Hew- 
5 lett Packardp Model HP5890 Series IQ unter Verwendung einer chlral^ Sdule [=Heptakis. (S-O-thexyldimethyt- 

sllyl)-2.3-di-0-methyl)-p-cyclodextrin, 25 x 0,25 mm, 15 m, Prof. W. KOnig, Institut fOr Organische Chemie, Univer- 
sitdt Hamburg, Deutschland) analysiert Die GC-Analyse wurde bei 125 °C (isothermal) mil Helium als Trfigergas 
(80 kPa). einem Flammenionisationsdeteklor und einem sog. "split ratio" von 1 : 100 durchgefOhrt. 

10 4. Anzucht der Mikroorganismen 

[0044] 

Die venvendeten Mikroorganismen (Mutagenesestamm: Escherichia coli XL-1 Red. Selektionsstamm: Escherk;hia 
75 coli DH5a) wurden in LB-Medium (= Luria-Bertani -Medium), LB/Amp-Medium [LB supptementiert mit Ampidllin (1 

% w/v)], LB/TB/Amp-Medium [LB supplemerrtiert mit Tributyrin (1 % v/v) und Ampicillin (1 % w/v) und 1 % Agar] 
und MM/Amp/lnd/Rha [Mtnimalmedium supplemerrtiert mit Ampicillin (1 % w/v) und als Indikatorsubstanzen Kri- 
stallviolett (1 mg/I) und Neutralrot (30 mg/L) und zur Induktion Rhamnose (0.2 % w/v) sowie 1 % Agar] angezogen. 
Die Zusammensetzung des LB-Mediums sowie des Minimalmediums (M9) sind Maniatis et al.. Molecular Cloning: 
20 A Laboratory Manual (Sec. Edition. Vol. I. II. Ill, Cold Spring Habor Laboratory Press. 1989. ISBN 0-87969-309-6) 

Oder Greener et al. (Methods in Molecular Biology, Vol. 57, 1996: 375 - 385) zu errtnehmen. 

5. Mutagenese 
25 [0045] 

Die Mutagenese wurde wie in Figur 1 dargestellt durchgefOhrt. Das Plasmid PFE-WT wurde aus einer LB/Amp- 
Medium Ubernachtkultur mit Hilfe eines Kits von der Rrma Quiagen (Hitden. Deutschland) isoliert und anschlie- 
Bend zur Mutagenese in kompetente Zellen des Stammes Epicurian coli XL-1 Red transformiert und uber Nacht in 

30 50 ml LB/Amp-Medium. das mit 20 mM MgCl2 und 20 mM Glukose supplemerrtiert war, bei 37 °C angezogen. 500 
^ dieser Kuttur wurden in frisches LB/Amp-Medium (50 ml) geimpft und einem weiteren MutationszyMus unterzo- 
gen. Von der restlichen Kultur wurden 2 ml Zellen genommen. zentrifugiert (3000 rpm. 10 min, 4 ""C) und das Plas- 
mid aus diesen Zellen isoliert (siehe Maniatis et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual. Sec. Edition, Vol. I, 
II, III, Cold Spring Habor Laboratory Press, 1989, ISBN 0-87969-309-6). Es wurden bis zu sieben MutationszyMen 

35 nacheinander durchgefOhrt. Postive Mutanten, die in der ersten Runde identif iziert wurden (z.B. PFE-U3) warden 
einer zweiten Mutageneserunde (bis zu sieben Zyklen) unterzogen. 

6. Transformation der Mikroorganismen 
40 [0046] 

Die Transformation der Mikroorganismen E. coli XL1 Red oder E. coli DH5a wurde nach der von Chung et al. (Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 86, 1989: 2172 - 2175) beschriebenen Methode durchgefOhrt Nach Anzucht der Trans- 
formanten uber ca. 1 Stunde in LB/Amp-Medium bei 37 **C wurden Aliquots (50 - 100 jil) der Kultur auf LB/Amp- 
45 Agarplatten ausplattiert und uber Nacht bei 37 ''C inkubiert. Diese Flatten wurden als Masterplatten fOr das 

anschlieOende Stennpein nach Lederberg in den Screening- Experimenten verwandt (Meuiual of Methods General 
Bacteriology, American Society For Microbiology Washington. DC 20006. ISBN 0-914826-29-8). Zusdtzlich wur- 
den 50 ^1 Kultur auf LB/TB/Amp-Platten, die 0.2 % Rhamnose enthielten, zur Identifizierung von Kolonien, die eine 
aktive Esterase produzieren. ausplattiert. 

so 

7. Screening System 
[0047] 

55 Zur Identifizierung der mutierten Gene wurden die Kolonien von den Masterplatten in einem Replicaplating auf fol- 
gende Selektionsplatten gestempelt (Manual of Methods for General Bacteriology. American Society For Microbio- 
logy. Washington. DC 20006. ISBN 0-914826-29-8): a) MM/Amp/lnd/Rha mit 0.1 % (w/v) Substrat (Verbindung 1), 
b) MM/Amp/lnd/Rha mit 0.1 % (w/v) Sutjstrat (Verbindung 3). Die Flatten wurden bei 37 *»C inkubiert Positive Wone 
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wurden anharrd der roter Fdituiig um und in den Kbionien - Senkung des pH-Wertes - auf den Plattentypen (a) und 
(b) und schnelleres Wachstum auf den (b)-Platten tdentifiziert. Auf LB/Amp/lnd-Platten ist bei alle Kolonien nach 2 
Tagen eine Rotf^rbung zu beobachten. Dies ist vermutlich auf eine Nebenreaktion zurQckzufuhren. Fur die Tests 
sind deshalb nur die oben genannten Minimalmediumspiatten geeignet. Durch Vergleich mit den Masterplatten 
wurden nur solche Kolonien ausgewdhlt. die in beiden Methoden ein positives Ergebnis lieferten. das heilM sowohl 
eine intakte Esterase produzierten, als auch RotfSrbung aufwnesen. Unter ca. 750 Kolonien der ersten Mutagene- 
serunde wurden zwei positive Klone (= PFE-U1 und PFE-U3) nach 2 bis 6 Tagen Inkubation bet 37 *'C identifiziert. 
Im Falle von PFE-U1 bildete sich nur eine schwache Rotfarbung, wahrend im Falle von PFE-U3 sich eine Starke 
Rotfdrbung bildete und auf Veitindung 3 sich ein gutes V\^chstum zeigte. Die Vektoren (= Plasmide) dieser Klone 
wurden rsoliert und erneut in den Stamm E. coli DH5a translbrmiert. Diese Organtsmen wurden zur Produktion der 
mutierten Esterasen nach Rhamnoseinduktion in 250 rrd LB/Amp-Medium verwendet Die Esterase (siehe oben) 
wurde isoliert und zur prSparativen Umsetzung der Veibindung 1 verwendet Als Kontrolle wunde die nicht mutierte 
Wildtyp- Esterase verwendet 

8. Nucleotidsequenz-Analyse 
[0048] 

Die Nucleotidsequenz der Esterasegene wurde unter Verwendung einer Fluoreszenz-Dideoxy-DNA-Sequenzme- 
thode bestimmt. Die DNA-Sequenzierung wurde mit dem Taq Dye Deoxy^Cycle Sequencing Kit (Applied Biosy- 
stems, Weiterstadt, Deutschland) nach Angaben des Herstellers unter Verwendung von Primern, die von der 
Nucleinsduresequenz at>geleit6t wurden (Interacttva, Ulm, Germany), durchgefuhrt. Die Sequenzierung des PFE- 
U1-Gens ergab keine Mutation im Strukturgen, wdhrend die Sequenz von PFE-U3 zwei Punktmutationen aufwies. 
In Position 209 (A gegen D) und in Position 181 (Lgegen V) fand dadurch ein Aminosdureaustausch statt. Model- 
ling-Analysen zeigten, dafJ die AminosSureaustausche wait entfernt vom Aktiven Zentruni iiegen. 

9, Chemische Synthese der Verbindungen 1 und 3 
[0049] 

a) 5-{Benzyloxy-)-3-hydroxy-4.4<limethyl-pentansaureethylester (= Verbindung 1) 

Zu einer Lflsung von 170 ml Uthiunxliisopropylamid (110 mmol, hergestellt aus 1 1 .1g Diisopropylamin und 68,8 ml 
Butyllithium, 1 ,6 N in Hexan) in THF/Hexan wurde bei - 60 **C eine EssigsSureethylesterlf sung (8.8 g, 100 mmol in 
10 ml THF) tropfenweise zugegeben. Nach 30 Minuten wurden 30 ml 3-Benzyloxy-2,2Hjimethylpropanal (19,2 g, 
100 mmol) in THF rasch zugegeben, der Ansatz 5 Minuten geruhrt. bevor eine wdssrige KaliumhydrogensuKatld- 
sung zur Neutral isierung zugegeben wurde. Der Reaktionsansatz wurde nrdt Diethylether extrahlert, mehrmals mit 
Wasser gewaschen, uber Magnesiumsulfat getrocknet und das organische Ldsungsmrttel im Vakuum abgezogen. 
Es wurden 26 J g (93 %) der Verbindung als leicht gelbes Ol isoliert. Die Verbindung wurde uber eine Kieselgel- 
saule (Ether : Petrolether, 1:3 bis 1:1) gereinigt. "'H-NMRCCDCIa): i) = 0.90 (S.CH3), 0,93 (s.CHg). 1.25 (t,J = 7 Hz, 
CH3), 2.37 (dd, J = 16 Hz. J = 10 Hz, 1 H). 2.49 (dd. J = 16 Hz, J = 4 Hz, 1 H), 3.28 (d, J = 9 Hz, 1 H), 3.36 (d.J = 9 
Hz, 1H). 3.55 (d. J = 4 Hz. OH). 4.02 (dt, J = 10 Hz. . J = 4 Hz, 1 H), 4.16 (q,J = 7 Hz. CH2). 4.49 (s.BnCH2). 7.30 
(m. 5 Aryl-H)ppm. ^^C-NMR(CDCl3): 6 = 14.16. 19.78, 22.10. 37.23. 38.15. 60.50, 73.42. 74.00, 78.44. 127.57. 
128.34, 138.05, 173.15 ppm. IR (cap. film): v = 3500 (broad), 3064, 3028, 2976. 2936, 2904, 2872. 1732. 1476. 
1452, 1368, 1308, 1256. 1184. 1156, 1096 cm V MS(RT): nVe = 280 (0.5 M"^). 234(1). 205(1). 190(3). 174(1). 
159(2), 156(1), 141(4), 117(9), 111(3), 109(6). 108(13), 107(16). 91(100). 79(10), 71(12). 

b) 5-(Benzyloxy-)-3-hydroxy-4.4-dimethyl-pentansaure-2',3*-dihydroxypropylester (= Verbindung 3) 
Entsprechend der unter a beschriebenen Synthese wurde unter Verwendung von 35 mmol Uthiunxliisopropylamid, 
30 mmol 1-Acetyl-2.3-isopropylidenglyc6rin und 30 mmol 3-Benzyloxy-2,2-dimethylpropanal die Verbindung 5- 
(Benzyloxy-)-3-hydroxy-4,4Klimethyl-pentansaure-(2\2'-diniethyl-1.3<lioxolan)-4*-yimethy^ (= Verbindung 2) 
synthetisiert. Ausgehend von 3.66 g (10 mmol) dieser Verbindung in 30 ml Methoxyethanol wunde die Verbindung 
3 synthetisiert. Die LOsung der Verbindung 2 wurde mit 5.0 g Borsdure auf 1 10 ''C fur 20 Minuten erhitzt. Nach Ent- 
fernung des Ldsungsmittels wurde der RQckstand mit geringen Mengen an Wasser versetzt und mit Diethylether 
extrahiert. Der Extrakt wurde uber Magnesiumsulfat getrocknet. das Ldsungsmittel im Vakuum abgezogen und die 
Verbindung 3 Qber eine Kieselgelchromatographie (Ether und Ether : Dioxan. 9:1) gerenigt 2.3 g (70 %) der Ver- 
bindung 3 wurden als fart)loses Ol In einem 1 : 1 Diastereomerengemisch isoliert. 

^H-NMR(CD3OD):6 = 0.90(s.CH3).0.92(s.CH3). 2.40 (m. 1H), 2.59(m, 1H). 3.24 (d. J = 9 Hz, 1 H). 3.33(d.J = 9 
Hz, 1 H). 3.56 (m, CH2). 3.84 (quint. J = 5 Hz, 1H). 3.99 - 4.22 (sev. m. 3H). 4.45 (d.J = 12 Hz. 1 H)), 4.51 (d,J = 12 



9 



» 0909821 A2_L> 



EP0909 821 A2 



Hz. 1H) 7.31 (m, 5 Aryl-H)ppm. ^^c-NMRCCDgOD): 5 = 21.00. 21.63. 38.52. 39.82. 64.00, 64.02, 66.64. 66.68. 
71.08. 71.10. 74.07. 74.35. 78.21. 128.56. 128.67, 129.35. 139.94. 174.41 ppm. IR (CHCI3): v = 3600 (broad), 
3436 (broad). 3088. 3064. 3000. 2964, 2876, 1732, 1600. 1452. 1412. 1384. 1364. 1308. 1284, 1256. 1228. 1180, 
1156. 1088. 1052 cm'\ MS (140 **C): m/e = 326(0.5. M+). 308(1), 235(4), 202(5), 188(3), 174(3). 163(9), 145(19), 
5 1 08(1 9). 1 07(1 1 ). 91 (1 00). 71(12). 

10. Enzyrratische Hydrolyse mit PFE-U3 
[0050] 

10 

Die enzymatische Hydrolyse von der racemischen Verbtndung 1 mitder mutierten Esterase PFE-U3 fOhrte zur kor- 
respondierenden Saure [a]D^°= - 1 1 ,0r (c = 0,965. CHCI3). Ol, 1 1 .6 % y und dem verbliebenen Startmaterial (24.9 
[a]D^= + 0,97* (c = 3,071 , CHCI3). Ol, 61 .4 % y. Die Hydrolyse erfolgte also mit einer stereoselektiven DIs- 
kriminierung von 1 . Die Wildtyphydrolase als Kontrolle ebenso wie die Mutante PFE-U1 ist rdcht in der Lage die 
15 Verbindung 1 umzusetzen. Mutanten der zweiten Generation ausgehend von PFE-U3 zeigten keine Veibesserung 
in der Stereoselektivitat in der Hydrolysereaklion. Mutanten der zweiten Generation sind PFE-3-31 1 bis PFE-3-713 
(siehe Tabelle II). Tabelle II gibt die spezifische Aktivitdt der verschiedenen Esterasen In Units mit EssigsSureethy- 
lester als Substrat wieder (Tabelle II, U/mg Protein). Die optische AktivitSt der verschiedenen Esterasen bezieht 
sich auf die Verksindung 1 (siehe Tabelle II). 

so 

[0051] 



Tabelle II 



Substratspezrfitdt verschiedener Esterasen 


Esterase 


Aktivitdt (U/mg) gegen 
Ethylacetat 


Enantiomerenuber- 
schuB (%ee bezogen auf 
Verbindung 1) 


PFE-WT 


6.0 


0 


PFE-U1 


4,9 


0 


PFE-U3 


2.3 


24,9 


PFE-U3-311 


0.9 


3.3 


PFE-U3-411 


1.3 


7.0 


PFE-U3-412 


2.1 


3,7 


PFE-U3-413 


2.5 


3,5 


PFE-U3-511 


0.9 


3,3 


PFE-U3-512 


4.4 


3,1 


PFE-U3-513 


1.5 


3.3 


PFE-U3-514 


4,1 


4.3 


PFE-U3-515 


1,1 


3,7 


PFE-U3-711 


2.7 


3.4 


PFE-U3-712 


2.3 


3.2 


PFE-U3-713 


1.3 


3.2 



Patentanspruche 

55 1 . Verfahren zur Anderung der Suljstratspezif itat von Enzymen. dadurch gekennzeichnet. daB man folgende Art^eits- 
schritte durchfuhrt: 

a) Einbringen einer DNA. die eine Kopie des fur das Enzym kodierenden Gens enthait, in den Escherichia cdi 
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Stamm XL1 Red Oder in ein funktionelles Derivat 

b) Inkubation des transfbrmierten Escherichia coli Stammes XL1 Red Oder seines funktionellen Derivat zur 
Erzeugung von Mutationen im Enzymgen. 

5 

c) Weitergabe der mutierten DNA aus dem Stamm XL1 Red Oder seinem funktionellen Derivat an einen Mikro- 
organismus. der keine t>ehindernde Enzynnaktivitdt aufweist, 

d) Inkubation deses Mikroorganismus zur Detektion der Enzymaktivitdt auf Oder in mindestens einem Selek- 
10 tionsmedium, das mindestens ein Enzymsut)strat das die Erkennung einer gednderten Substratspezifitat des 

Enzyms ermOglicht. und ggf. weitere Indikatorsubstanzen enthdtt, 

e) Auswahl der Mikroorganismen. die eine Anderung der Substratspezifitdt zeigen, 

15 2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet. daB man die Arbeitsschritte (a) bis (e) mehrmals in einer 
Folge durchiauft. indem man die DNA aus den unter Schritt (e) ausgewahtten Mikroorganismen wieder in den 
Stamm Escherichia coli XLI-Red Oder seinem funktionellen Derivat zuruckbringt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2. dadurch gekennzeichnet daB als Mikroorganismen prokaryontische oder euka- 
20 ryontische Mikroorganismen verwendet warden. 

4. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, da6 als Mikroorganismen grampositive oder 
gramnegative Bakterten, Pilze oder Hefen verwendet werden. 

25 5. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, da3 als Enzym eine Hydrolase verwendet wird. 

6. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 5. dadurch gekennzeichnet. da6 als Enzym eine Hydrolase ai^gewdhlt aus 
der Qruppe bestehend aus Proteasen, Lipasen. Phospholipasen. Esterasen. Phosphatasen. Amidasen. Nitrilasen, 
Etherhydrolasen, Peroxid^sen und Glykosidasen verwendet wird. 

30 

7. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet. daB man eine Lipase, Esterase, Nitrilase oder 
Phytase venwendet. 

8. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB die ArxJerung der Substratspezifitat zu 
35 einer selektiven enzymatischen Aktivitdt fuhrt. 

9. Verfahren nach Anspmch 8, dadurch gekennzeichnet, daB die Anderung der Sut>stratspezifit&t zu einer regie-, 
chemo- oder stereoselektiven oder regio-, chemo- und/oder stereoselektiven enzymatischen Akttvitdt fuhrt. 

40 
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